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V - Resumo 
 
A ostra Crassostrea rhizophorae vem sendo amplamente utilizada como um 
organismo sentinela em programas de biomonitoramento marinho. Biomarcadores 
de contaminação são ferramentas importantes para a avaliação dos efeitos 
provocados por contaminantes em organismos expostos. No entanto, são 
necessários estudos que visem uma melhor compreensão, caracterização e 
padronização do uso destas respostas bioquímico-moleculares para que as 
mesmas possam ser utilizadas em estudos Ecotoxicológicos. A família das GST é 
comumente utilizada como biomarcador de exposição a xenobióticos. Estas 
enzimas desempenham importante papel nos processos de detoxificação celular, 
catalisando algumas das principais reações de conjugação da Fase II de 
biotransformação. O objetivo do presente estudo foi purificar e caracterizar GSTs 
de brânquias de ostras do mangue  C. rhizophorae. Extratos de brânquias foram 
submetidos à cromatografia de afinidade em coluna GSH-agarose. A atividade da 
GST das frações eluídas foi testada utilizando-se os substratos 1-cloro, 2,4-
dinitrobenzeno (GST-CDNB) e ácido etacrínico (GST-ETA). As frações que 
apresentaram atividade foram analisadas através de eletroforese bidimensional e 
ensaios cinéticos utilizando os substratos CDNB e GSH. A atividade da GST no 
pico de eluição da coluna de afinidade foi 14,1 e 7,5 U/ mg de proteína para os 
substratos CDNB e ETA, respectivamente. A massa molecular aparente foi de 
26,09 kDa, sendo que foram observados seis spots de pI diferentes (pI 7,6-5,4), 
sugerindo a presença de diferentes sub-unidades. Os valores de Km determinados 
foram Km CDNB = 1,37 mM e Km GSH = 0,77 mM. Os resultados obtidos foram 
similares aos observados previamente em estudos com GSTs de diferentes 
espécies de organismos aquáticos. A elevada atividade da GST-ETA sugere a 
presença de isoformas da classe Pi, e que esta é, possivelmente, a mais 
representativa isoforma de GST em brânquias de ostras C. rhizophorae. No 
entanto, estudos subseqüentes deverão ser realizados visando identificar outras 
isoformas de GST presentes nesta espécie. 
 
 
 
 
 
 
Palavras-chave: Glutationa S-transferase, purificação, Crassostrea rhizophorae,  
electrophorese 2D, parâmetros cinéticos, ostras, biomarcadores. 
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VI- Abstract 
 
Mangrove oyster Crassostrea rhizophorae has been extensively used as a sentinel 
organism in marine monitoring programs. Biomarkers of contamination are 
important tools to understand the effects elicited by contaminants in exposed 
organisms. However, studies aiming the understanding, characterization and 
standardization of these biochemical-molecular responses in ecotoxicological 
studies are still required. The GST family is commonly used as biomarkers of 
exposure to xenobiotics. These enzymes play an important role in cell 
detoxification, catalyzing one of the major Phase II biotransformation reactions.  
The aim of this study was to purify and to characterize the GSTs from gills of C. 
rhizophorae. Gill extracts were submitted to affinity chromatography using GSH-
agarose column. The GST activity was analyzed in the eluted fractions using 1-
chlorine,2,4-dinitrobenzene (GST-CDNB) and ethachrinic acid (GST-ETA). The 
fractions containing the peaks of GST activity were submitted to 2D electrophoresis 
and kinetics analysis, using CDNB and GSH. The activity detected in the elution 
peaks was 14,1 and 7,5 U/ mg protein for  CDNB and ETA, respectively. The 
apparent molecular mass was 26,09 kDa and six spots with pI values ranged from 
7,6 to 5,4 were observed, suggesting the presence of different GST subunits. The 
Km values were Km CDNB = 1,37 mM and Km GSH = 0,77 mM. These findings are in 
agreement with those observed for GSTs in similar studies carried out in different 
species of aquatic organisms. The elevated GST-ETA suggests the presence of 
GST Pi class isoform and that is, possibly, the most abundant GST isoform in the 
gills of C. rhizohorae. Moreover, subsequent studies need to be carried out to 
identify other GST isoforms in this specie. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Key words: Glutathione S-transferase, purification, Crassostrea rhizophorae, 2D 
electrophoresis, kinetic parameters, oyster, biomarkers. 
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1 – INTRODUÇÃO 
 
1.1 –  Contaminação aquática 
 
Ambientes marinhos sofrem constantes despejos de poluentes, o que pode 
resultar em efeitos ecológicos bastante relevantes. Os ecossistemas estuarinos, 
em particular, e principalmente regiões de manguezal, são extremamente 
sensíveis à contaminação.  
A contaminação aquática pode ser provocada por substâncias tóxicas, que 
incluem tanto substâncias químicas de ocorrência natural, como compostos 
sintéticos (Pew Ocean Commission, 2001). A maioria dos poluentes, no entanto, 
são xenobióticos, ou seja, compostos exógenos ao metabolismo dos organismos, 
e outros componentes endógenos que, em altas concentrações, ou administrados 
por vias não naturais mostram, também, efeitos tóxicos sobre os sistemas 
biológicos (ex.: glutamato e hormônios) (Hodgson;  Levy, 1994). 
Os poluentes de origem antropogênica contribuem mais signficativamente 
para a contaminação dos ambientes marinhos. Segundo Sindermann (1996), o 
impacto humano nestes ambientes, principalmente sobre a costa e estuários, está 
diretamente relacionado à densidade da população humana adjacente e à 
concentração de parques industriais nas regiões costeiras. Dentre os locais mais 
impactados pelas atividades humanas estão a região metropolitana de Nova York, 
do Sul da Califórnia, o Mar Báltico, o Porto de Tóquio e o mar Mediterrâneo. As 
principais fontes de contaminação dos ambientes marinhos são o lançamento de 
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efluentes domésticos e industriais, sem o tratamento adequado; de resíduos de 
petróleo, provenientes de atividades que utilizam óleo combustível, vazamento e 
lavagem de postos de abastecimento e acidentes com derramamentos de 
petróleo; além de contaminantes que podem ser transportados pelo ar e então 
serem inseridos nestes ecossistemas.      
No Brasil, os problemas de poluição marinha estão se agravando, conforme 
constatado pelo Macrodiagnóstico da Zona Costeira do Brasil na Escala da União 
(Ministério do Meio Ambiente, 1996). Este levantamento constatou um padrão de 
assentamento humano concentrado, distribuído com certa regularidade ao longo 
do litoral, aliado à grande expansão industrial em determinadas regiões. Estes 
aglomerados humanos, produzem grandes quantidades de efluentes domésticos e 
industriais, os quais freqüentemente são lançados no ambiente sem tratamento 
prévio,  comprometendo a qualidade dos ecossistemas costeiros (Ministério do 
Meio Ambiente, 2004).  
Segundo o Boletim de Balneabilidade da Fundação do Meio Ambiente do 
Estado de Santa Catarina (FATMA, 2005), de 29 de Dezembro de 2005, 25 dos 
185 pontos de coleta analisados no litoral catarinense apresentaram contaminação 
por esgoto doméstico. Este estudo consistiu no monitoramento da presença de 
coliformes da espécie Escherichia coli, em pontos de coleta distribuídos por todo o 
litoral catarinense. Destes 25 pontos contaminados, considerados “impróprios para 
banho”, 15 localizam-se na cidade de Florianópolis. 
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1.2 – Biomonitoramento de Ambientes Marinho/ Estuarinos 
 
O objetivo do monitoramento é coletar dados suficientes para avaliar a 
qualidade do ambiente. O monitoramento biológico (ou biomonitoramento) 
desempenha um papel central na ecotoxicologia aquática, utilizando 
sistematicamente organismos vivos para investigar mudanças no ambiente e na 
qualidade da água. As análises podem ser realizadas por observação de 
indivíduos, espécies populações e/ou comunidades, a fim de compreender 
mudanças que possam ocorrer como resultado de exposição química por longos 
(exposição crônica) ou curtos (exposição aguda) períodos de tempo. O 
Biomonitoramento é importante, pois as respostas biológicas (efeitos) podem ser 
causadas por concentrações abaixo dos limites de detecção de químicos ou 
serem detectadas mesmo após o encerramento da exposição ao químico (Rand, 
1995). 
A contaminação aquática pode ser avaliada por determinação direta da 
concentração de contaminantes (quantificação química) ou por indicadores 
biológicos de contaminação (bioindicadores e biomarcadores de contaminação 
aquática). Segundo Bainy (1990), o uso de parâmetros bioquímicos, como 
biomarcadores de poluição, fornece algumas vantagens em relação à 
determinação direta da concentração de poluentes no meio. As vantagens de 
indicadores biológicos são o baixo custo, metodologia de análise relativamente 
simples e, principalmente, a possibilidade de quantificar os danos bioquímicos 
relacionados com alterações estruturais e fisiológicas, nos organismos expostos, 
causados pelos contaminantes. 
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Além disso, a determinação da concentração de poluentes no meio, bem 
como a bioacumulação destes compostos tóxicos nos tecidos animais não reflete, 
necessariamente, o estado de saúde dos mesmos (Pellerin-Massicotte, 1994). A 
identificação dos efeitos (análises biológicas e ecotoxicológicas) e da causa 
(análises químicas) são importantes para a obtenção de um diagnóstico mais 
preciso da contaminação aquática (Blaise et al, 1988)  
Procedimentos biológicos de diversos tipos, incluindo testes de toxicidade, 
estão sendo elaborados por entidades governamentais em diversos países em 
todos os continentes. Os órgãos ambientais incluem os biotestes como 
parâmetros de controle nas licenças de atividades potencialmente causadoras de 
poluição e usam os ensaios ecotoxicológicos para monitorar a qualidade das 
águas e identificar as fontes poluidoras.  Programas que utilizam biomarcadores 
de contaminação aquática para tal finalidade no Brasil ainda são escassos devido 
a falta de conhecimento básico em espécies nativas.  
Os biomarcadores de contaminação são definidos como alterações 
biológicas em nível molecular, celular e fisiológico que expressam efeitos 
provocados por poluentes. Entre os biomarcadores, os bioquímicos ou 
moleculares, detectam as primeiras alterações biológicas frente à presença de um 
xenobiótico (Walker et al., 1996). 
Por estes motivos, o Conselho Internacional para a Exploração do Mar 
(ICES) tem recomendado que os programas de biomonitoramento marinho 
utilizem biomarcadores como metodologia complementar para expressar os 
efeitos tóxicos causados pelos poluentes nos organismos (Burgeot et al.,1996). 
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Programas de biomonitoramento marinho são realizados em diversas regiões 
do mundo, com o intuito de alertar e prevenir impactos irreversíveis nestes 
ecossistemas, em uma estratégia de precaução. A comunidade européia 
encontra-se mais desenvolvida neste sentido, sendo que os programas de 
biomonitoramento marinho realizados nesta região são utilizados, geralmente, 
como referência para outros programas em distintas regiões do globo terrestre. O 
programa BEEP (Biological Effects of Environmental Pollution) encontra-se em 
desenvolvimento, na Europa, desde 2001, e apresenta perspectivas para 
padronização internacional de técnicas utilizadas com finalidade de 
biomonitoramento marinho. O BEEP inclui a análise de parâmetros enzimáticos e 
genéticos, utilizando espécies ecologicamente relevantes (Plymouth Marine 
Laboratory, 2006).  
No Brasil, o Grupo de Integração do Gerenciamento Costeiro (GI-GERCO), 
criado no âmbito da Comissão Interministerial para os Recursos do Mar (CIRM), 
propõe o monitoramento sistemático da qualidade ambiental, a disponibilização de 
dados e informações qualificadas para o planejamento e a gestão, bem como a 
integração dos esforços de pesquisa e investigação voltados ao conhecimento dos 
fatores que compõem a dinâmica da Zona Costeira (II Workshop Regional Sul 
sobre o Mar, 1998).  
A escolha do organismo a ser utilizado em um programa de biomonitoramento 
é um passo de primordial importância para o sucesso do estudo.  
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1.3 - Moluscos bivalves e biomonitoramento  
 
Os organismos aquáticos mais utilizados em biomonitoramento são os 
peixes, as aves e os macroinvertebrados, particularmente os moluscos bivalves. 
Os moluscos bivalves são organismos adequados para estudos de 
biomonitoramento aquático, por serem sésseis, cosmopolitas, filtradores, 
abundantes, resistentes às variações ambientais (temperatura, salinidade, etc.) e 
acumularem grande quantidade de contaminantes (Phillips, 1986; Viarengo & 
Canesi, 1991; NOAA, 1995; Rand, 1995). Além disto, são capazes de sobreviver, 
expressando alterações metabólicas, após exposição a contaminantes (Walker et 
al., 1996).  
  A ostra Crassostrea rhizophorae tem sido utilizada como organismo 
sentinela em estudos de contaminação aquática no Brasil (Nascimento, 1998; 
2000; Lopes, 2002; Zanette et al., 2003; Rebelo et al., 2003; Trivella, 2004, Amaral 
et al., 2005). Esta espécie vem sendo cultivada com sucesso na Ilha de Santa 
Catarina e imediações. Este organismo é conhecido por habitar regiões estuarinas 
e de manguezais, as quais, sabidamente sofrem impactos de contaminantes. Além 
disto, este molusco apresenta ampla distribuição geográfica, sendo encontrado 
desde o sul do Brasil ao Caribe, indicando sua potencialidade de uso em 
programas de biomonitoramento na América Latina.  
As principais características morfológicas da C. rhizophorae são valva 
direita encaixada dentro da esquerda, sendo esta última bastante côncava; 
margem interna lisa com cicatriz muscular manchada de azul e castanho, disposta 
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excentricamente (Boffi, 1979). A diferenciação sexual pode ser observada 
macroscopicamente somente quando os indivíduos estão sexualmente maduros 
por formações foliculares nas gônadas masculinas e suspensão de ovócitos com 
aparência granular nas fêmeas (Nascimento; Luneta, 1978). 
Estudos realizados por Silva et al. (2001) no estuário do Rio Potengi (RN) 
mostraram que esta espécie é um bom bioindicador de metais-traço. Rebelo 
(2001) encontrou uma boa correlação entre os níveis de metais-traço e a 
expressão do gene da metalotioneína na região da Baía de Sepetiba (RJ). 
Estudos realizados com esta ostra nativa transplantada para regiões 
contaminadas na Baía de Todos os Santos (BA) e posteriormente depuradas, 
mostraram que estes animais têm a capacidade de eliminar alguns metais após 30 
dias de depuração (Wallner-Kersanach et al., 2000). Trabalhos realizados em 
nosso laboratório mostraram que a atividade da acetilcolinesterase em brânquias 
desta espécie é inibida na presença de carbamatos (Alves et al., 2002), e que a 
atividade da glutationa S-transferase aumenta de forma dose-dependente em 
relação à concentração de óleo diesel na água, particularmente entre as 
salinidades de 15 a 25‰ (Zanette et al., 2003; Silva et al., 2005), e após 
exposição a efluentes domésticos (Trivella et al., 2004). Além disso, uma análise 
de enzimas biomarcadoras em ostras do mangue cultivadas na Lagoa de Santa 
Marta (Laguna, SC) mostraram uma diminuição na atividade de algumas enzimas 
na presença de níveis mais elevados de metais-traço (Lopes, 2002). 
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1.4 – Biomarcadores de contaminação  
 
A habilidade dos organismos de sobreviver em ambientes que apresentam 
compostos tóxicos representa uma adaptação biológica de fundamental 
importância. As células apresentam uma grande variedade de enzimas capazes 
de biotransformar compostos químicos tóxicos, de diferentes estruturas e 
funcionalidades.  
A detoxificação enzimática de xenobióticos pode ser classificada em três 
fases distintas, denominadas fase I, fase II e fase III de biotransformação. Na fase 
I, ou fase de preparação, destacam-se as reações catalisadas pela família de 
enzimas citocromo P450 (CYP450), onde moléculas lipofílicas pouco reativas 
sofrem reações de oxidação, tornando-se ligeiramente mais reativas; deste   
modo, são alvos mais fáceis para as enzimas da fase II. A fase II ou fase de 
conjugação, é representada, principalmente, pelo grupo de isoenzimas glutationa 
S-transferases (GSTs). Esta família de enzimas atua na conjugação dos 
compostos remanescentes da fase I, formando compostos conjugados com 
glutationa na forma reduzida (GSH). Os conjugados formados na fase II são, 
geralmente, menos reativos e de fácil excreção pelos mecanismos da fase III. 
Uma descrição mais detalhada das GSTs será realizada mais adiante. A fase III 
ou fase de eliminação é representada por mecanismos de transporte. Diversos 
sistemas de transporte existem para eliminar conjugados de glutationa, incluindo a 
bomba GSX ATP-dependente, transportador multi-específico de ânions orgânicos 
(MOAT), multi específico transportador de ânions de dinitrofenol S-GSH 
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conjugados (bomba Dnp-SG) e  P-glicoproteína (Pgp) (revisado por Sheehan et 
al., 2001). 
As proteínas envolvidas nas fases I, II e III de detoxificação são bastante 
utilizadas como biomarcadores de contaminação, pois estão diretamente 
relacionadas aos processos de biotransformação de xenobióticos. Portanto, a 
indução destas proteínas pode estar relacionada ao aumento da capacidade de 
biotransformação dos organismos expostos e o grau de contaminação. Por outro 
lado, a inibição das enzimas de biotransformação também pode ocorrer, por 
interferência direta ou indireta de certos xenobióticos. Neste caso, poderá ocorrer 
um bloqueio do processo de biotransformação, gerando danos ao nível celular, 
fisiológico ou até ecológico (Linvingstone, 1988; Smital; Kurelec, 1998; Fiander; 
Schneider, 1999; Bard, 2000; Ventura et al., 2002; Romeo et al., 2003).  
Além dos processos de biotransformação (fase I, II e III) outros mecanismos 
bioquímicos também estão envolvidos com exposição a xenobióticos, e podem, 
ser utilizados como biomarcadores de contaminação. Parâmetros relativos a 
estresse oxidativo, como enzimas antioxidantes, tiois protéicos e níveis de 
glutationa, são bastante utilizados (Linvingstone et al., 1998; Winston; Di Giulio, 
1991).  
O estresse oxidativo ocorre como conseqüência da geração de espécies 
reativas de oxigênio (EROS), as quais são altamente tóxicas para a célula. As 
EROS são normalmente geradas no metabolismo celular, como decorrência do 
processo de transferência de elétrons na respiração mitocondrial das células 
eucariontes aeróbias. Exposição a químicos e os processos de biotransformação, 
principalmente aqueles relacionados à fase I (reações de CYP450), podem gerar 
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grandes quantidades de EROS. As enzimas antioxidantes como a catalase (CAT),  
superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) atuam de maneira a 
“neutralizar” estas EROs, visando prevenir danos celulares (Winston; Di Giulio, 
1991; Polla; Cossarizza, 1996).  
O aumento da produção de EROs em organismos aquáticos tem sido 
relacionado à contaminação gerada pelo despejo de efluentes nos ecossistemas, 
podendo resultar em um estado de estresse oxidativo provocado pela exposição 
aos contaminantes. A atividade das enzimas antioxidantes tem sido proposta 
como biomarcador de contaminação (Winston; Di Giulio, 1991) 
Outra família de proteínas, as heat shock proteins (HSPs) ou proteínas de 
estresse, também estão relacionadas com a exposição a xenobióticos, porém de 
forma mais indireta. As HSPs desempenham várias funções nas células, elas 
estão envolvidas no dobramento de proteínas recém-sintetizadas e na proteção de 
proteínas danificadas, evitando assim, a formação de aglomerados protéicos. 
Dentre as HSPs, as isoformas das familias HSP60 e HSP70 parecem ser 
moduladas pela exposição dos animais a diferentes  classes de contaminantes 
(Polla; Cossarizza, 1996; Ranson; White; Saibil, 1998; Franco et al., 2006). Outros 
parâmetros moleculares, relacionados a danos celulares, também são utilizados 
como biomarcadores de contaminação. São exemplos a análise da peroxidação 
lipídica (LPO, TBARS) e de dano ao DNA (teste do cometa, formação de adutos) 
(Di Giulio; Habig; Gallagher, 1993; Canova et al., 1998).  
O ICES e o Programa de Biomonitoramento do Mediterrâneo Nordeste 
(MED-POL), bem como outros programas de biomonitoramento como o BEEP, 
vem recomendando o uso de alguns biomarcadores específicos. Dentre estes, 
 23
estão as enzimas de defesa antioxidante e de conjugação a xenobióticos – 
principalmente GSTs -, as quais fornecem informações importantes a respeito da 
capacidade de defesa dos organismos, bem como da capacidade de excreção dos 
compostos tóxicos (Burgeot et al., 1996).  
 
1.5 – Glutationa S-transferases 
 
1.5.1 – Funções das GSTs 
 
As GSTs são um grupo de enzimas com papel chave na fase II de 
biotransformação celular. Estas enzimas catalisam a conjugação de moléculas 
orgânicas, com um centro eletrofílico reativo, com o grupo tiol do tripeptídeo 
glutationa na forma reduzida (GSH) (Figura 1). Geralmente o resultado desta 
reação é  a formação de uma molécula mais polar e menos reativa, de maior 
facilidade de excreção (Habig, Jakoby, 1981; Clark, 1989; Mannervik; Jemth, 
1999). 
          
Figura 1 - Equação geral da reação catalisada pelas GSTs. Neste exemplo o 
substrato utilizado é CDNB (1 cloro 2,4 - dinitrobenzeno) (Keen; Jackoby, 
1978). 
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Além disto, foi verificado que as GSTs apresentam muitas outras funções. 
Estas enzimas possuem atividade de peroxidase e isomerase, podem inativar 
espécies reativas de oxigênio, regenerar proteínas S-tioladas, catalisar reações de 
vias metabólicas não associadas às vias de biotransformação, inibir Jun N-
terminal quinase (protegendo as células contra morte celular induzida por H2O2), e 
ainda são capazes de ligar, não cataliticamente, uma variedade de ligantes 
endógenos e exógenos  potencialmente tóxicos (revisado por Sheehan et al., 
2001). Esta ligação pode ocorrer em um sítio (sítio L), que não é o sítio ativo (sítio 
G e sítio H); porém em algumas situações ocorre nos sítios catalíticos – 
principalmente no sítio H, ocasionando a inibição da enzima (Clark, 1989). Os 
sítios catalíticos e de ligação das GSTs serão discutidos em maiores detalhes 
adiante.  
 
1.5.2 – Localização 
 
As GSTs são enzimas encontradas no citosol e membranas celulares. Elas 
são proteínas diméricas, podendo ser homodíméricas ou heterodiméricas (Clark, 
1989; Mannervik; Jemth, 1999; Pérez-López et al., 2002 a,b; Timbrell, 2002; 
Valles; Pereira; Strong, 2003).  
Estudos indicam que a estrutura dimérica é essencial para a função 
catalítica, pelo menos em algumas isoformas. O dímero é formado por interações 
hidrofóbicas entre os monômeros, através de um sistema “chave-fechadura”. 
Mutações dirigidas para resíduos envolvidos neste sítio de ligação da proteína 
podem comprometer a interação dos monômeros, influenciando na estabilidade do 
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dímero e do sítio ativo, podendo resultar em uma menor interação com o substrato 
(Codreanu et al., 2005; Alves et al., 2006).   
 
1.5.3 – Isoformas 
 
As GSTs citosólicas de mamíferos são comumente classificadas como 
isoformas das classes Alpha, Mu, Pi e Theta. Estudos independentes, com GSTs 
de outros grupos de organismos, identificaram novas classes de GST, e algumas 
destas foram posteriormente encontradas em mamíferos (revisado por Sheehan et 
al., 2001).  
Com base principalmente na comparação de sequëncias de DNA e de 
aminoácidos foi proposto que as isoformas da classe Tetha foram as primeiras a 
aparecerem ao longo da evolução, tendo subseqüentemente divergido para formar 
as classes Mu e Alpha/ Pi (Pemple; Taylor, 1992).   
Estudos com GSTs de moluscos demonstraram maior similaridade com as 
GSTs da classe Pi (Fitzpatrick et al., 1997). Baseado no alinhamento de 
seqüências de aminoácidos, tem sido sugerido que   algumas GSTs purificadas de 
moluscos pertencem a uma classe a parte, a classe Sigma (Beutler; Eaton, 1992).    
De modo geral, a classificação das GSTs citosólicas como isoformas da 
classe  Alpha, Mu, Pi e Tetha no ponto isoelétrico, especificidade por diferentes 
substratos, sensibilidade a inibidores, reatividade imunológica cruzada e 
composição e seqüência de aminoácidos (Clark, 1989; George et al., 1989; Meyer 
et al., 1991; Board et al., 1997). Os membros de todas as classes exibem tamanho 
similar dos monômeros (entre 24 e 28 kDa), mostrando alta identidade das 
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seqüências de aminoácidos (60-80 %) e apresentam especificidade distinta por 
substrato, porém, muitas vezes, sobrepostas (revisado por Clark, 1989). Alguns 
exemplos de estrutura das isoformas de GST estão ilustrados na Figura 2.     
 
 
 
Figura 2 - Estrutura de GSTs de diferentes classes: classe Alpha humana, Pi 
humana, Mu (µ) de rato e Tetha (θ) humana. Destaque para 
características estruturais específicas de cada classes, como a α-hélice 9 
nas classes Alpha (α) e o Mu loop na classe Mu (Sheehan et al., 2001) 
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1.5.4 – Substratos das GSTs 
 
Os substratos das GSTs incluem epóxidos aromáticos, heterocíclicos, 
alicíclicos e alifáticos; halogênios aromáticos e nitrocompostos e compostos 
alifáticos insaturados (Timbrell, 2002).  
 
Tabela 1 - Substratos preferenciais de diferentes isoformas de GST de mamíferos, 
segundo Boyland; Chasseaud, 1969; Boyland; Speyer, 1970; 
Chasseaud, 1973; Motoyama; Dauterman, 1979. 
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A atividade específica das isoformas de GST pode ser analisada utilizando-
se alguns substratos específicos (Tabela 1). Por exemplo, a classe Alpha é 
altamente reativa ao cumeno hidroperóxido, a classe Mu apresenta preferência 
por epóxidos, a classe Pi por ácido etacrinico (ETA) e anti-benzo[a]pireno-7,8-
dihidrodiol-9-10-óxido (BPDE); e a classe Tetha  por brometo de 4-nitrofenetil 
(revisado por Mannervik; Jemth, 1999; Meyer et al., 1991).  Porém, todas as 
isoformas descritas até o momento apresentam atividade frente ao substrato 
CDNB.  
O co-substrato das GSTs é o tripeptídeo glutationa na forma reduzida 
(GSH). Esta molécula é formada pelos resíduos Glicina, Cisteína e γ-Glutamil (γ-
Glu). A presença do γ-Glu confere proteção anti-proteolítica ao tripeptídeo 
glutationa. A estrututa da GSH é mostrada na Figura 3. 
 
                        
Figura 3 – Estrutura do tripeptídeo Glutationa. 
  
 O tripeptídeo GSH possui uma ligação peptídica, uma ligação amida - a 
qual é resistente a proteases, dois grupos carboxila, um grupo amino e um grupo 
tiol. O elevado número de grupos hidrofílicos, bem como o baixo peso molecular, 
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tornam a GSH uma molécula hidrossolúvel. Duas características importantes da 
GSH são: proteção contra clivagem hidrolítica por proteases, conferida através da 
ligação amida do resíduo γ-Glutamil; e o elevado potencial de redução (E01 = -0,33 
V) devido à presença de Cisteína (Will, 1999).    
 
1.5.5 - Sítios Ativos 
 
As GSTs apresentam dois sítios catalíticos independentes, o sítio H, 
responsável pela ligação do substrato hidrofóbico com centro eletrofílico reativo; e 
o sítio G, envolvido na ligação da GSH com a enzima. O sítio G liga GSH 
seletivamente, enquanto o sítio H pode acomodar uma variedade de substratos de 
diferentes tamanhos e polaridades, dependendo da classe de GST em questão 
(revisado por Clark, 1989). O sítio H, de uma dada isoforma de GST, apresenta 
uma certa seletividade e especificidade por substratos.  
Estas variações de especificidade por substratos ocorrem, principalmente 
devido a modificações estruturais, por variação na composição de aminoácidos, 
bem como por alterações na conformação de segmentos que contribuem para a 
formação do sítio H (Micaloni et al., 2003). Foi verificado que mudanças  
conformacionais podem ser transmitidas entre os sítios ativos  de um monômero 
para o outro em um dímero, após a interação com o ligante. Este fenômeno 
parece ocorrer tanto no sítio G (Lo Bello et al., 1998) quanto no sítio H (Oakley et 
al., 1999), sendo esta uma das razões sugeridas para explicar a ligação de 
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apenas uma molécula de ligante em um dímero, situação, esta, existente para 
alguns substratos e/ou inibidores das GSTs.  
Além destes dois sítios, classicamente conhecidos, um terceiro sítio, o sítio 
de interação com ligantes não substratos, ou sítio L, vem sendo proposto. Estudos 
mais aprofundados em relação a este terceiro sítio de ligação estão sendo 
realizados com GSTs humanas, onde existe um especial interesse na inibição das 
GSTs, pois as mesmas biotransformam drogas anti-câncer, diminuindo desta 
forma a eficiência do tratamento. Estes estudos incluem a utilização de técnicas 
de cristalografia de proteínas, seguida de análises de difração de raio X, em alta 
resolução (1.9 - 2.45 Å), permitindo assim o estudo bastante aprofundado da 
interação de moléculas inibidoras com a GST. No entanto, não existem dados 
suficientes para afirmar se todas as isoformas de GST apresentam um sítio L.  
Sugere-se que apenas algumas classes apresentem este sítio de ligação 
(Micaloni, 2003; Oakley et al., 1999; Oakley et al., 1997 a, b). A localização exata 
do sítio L também é um pouco discutida, mas, os dados existentes indicam que 
este sítio está inserido no sítio H e não na interface dos dímero ou no sítio de 
ligação do tampão (Oakley et al., 1999).  
 
1.5.6 - Genes  
 
Pesquisas realizadas com invertebrados e vertebrados identificaram que o 
sistema de genes para as GSTs é complexo e e envolve mais de um gene. Foi 
observado que em Musca domestica e Droophila melanogaster genes envolvidos 
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no fenótipo de resistência a inseticidas (inclusive GST) estavam localizados no 
cromossomo II (revisado por Clark, 1989).  
Konish e colaboradores (2005) clonaram e expressaram dois genes de 
GST, denominados GSTA1 e GSTA2, a partir de seqüências isoladas de Pagrus 
major (red sea bream). As ORFs apresentavam 669 e 666 pares de base, 
codificando 223 e 222 resíduos de aminoácidos, respectivamente. 
Doyen; Vasseurç Rodius (2005) clonaram e expressaram uma isoforma da 
classe Pi dos bivalves de água doce Unio tumidus e Corbicula fluminea. Usando 
primers específicos identificaram uma ORF de 615 pb, codificando uma proteína 
de 205 resíduos de aminoácidos. 
 
1.5.7 - Distribuição nos tecidos 
 
 
A expressão de certas isoenzimas de GST pode ser tecido-específica 
(Satoh et al., 1985; Timbrell, 2002). Horau e colaboradores (2004), demonstraram 
que diferentes isoformas de GST (pI 5.7 – 6.3) são encontradas em brânquias e 
glândula digestiva do bivalve do Mediterrâneo Ruditapes decussatus, sendo que a 
atividade da GST frente ao substrato CDNB é 3 a 5 vezes maior nas brânquias 
que nas glândulas digestivas. No trabalho de Doyen; Vasseur e Rodius (2005), 
com uma isoforma Pi isolada de bivalves de água doce foi verificado diferentes 
padrões de distribuição nos tecidos. Unio tumidus apresentou a mesma 
distribuição da GST isolada na glândula digestiva, sistema excretório e brânquias; 
já C. fluminea apresentou uma maior concentração desta isoforma na glândula 
digestiva. 
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Além disto, outros estudos com moluscos demonstraram que a atividade 
das GSTs é maior nas brânquias do que em qualquer outro tecido, sugerindo a 
importância do tecido branquial nos processos de detoxificação (Horau et al., 
2002; Romeo et al., 2003).   
É importante ressaltar, também, que podem ocorrer variações na atividade 
de GSTs, relacionada ao estado reprodutivo, sendo os níveis mais elevados 
ligados à gametogênese e os menores aos períodos de desova (James et al. 
1979).  
 
1.5.9 - Interesse no estudo de GSTs 
 
Existe muito interesse em pesquisas sobre GST, devido principalmente ao 
envolvimento destas enzimas na proteção dos organismos contra compostos 
tóxicos presentes no meio ambiente (Clark, 1989). Diversos estudos indicam que o 
grau de expressão de GST é um fator crucial para a determinação da 
sensibilidade de células a um amplo espectro de contaminantes e a indução da 
GST é parte de um mecanismo de resposta adaptativa a estresse químico o qual é 
amplamente distribuído na natureza (Gadagbui; James, 2000; Gowland et al., 
2002; Le Pennec; Le Pennec, 2003; Perez-Lopez; Novoa-Valinas; Melagarior, 
2002 a, b). As GSTs  foram propostas como biomarcadores de contaminação pelo 
ICES e MED-POL. 
Vãrios estudos tëm sido realizados visando a purificação de GSTs. Estas 
pesquisas visam, principalmente, uma melhor caracterização da enzima, 
conhecimento das isoformas em uma dada espécie, produção de anticorpos e 
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iniciadores específicos, conhecimento dos genes que codificam esta enzima, bem 
como o conhecimento das origens evolutivas das diferentes classes de GSTs nos 
diferentes taxa biológicos  (Fitzpatrick et al., 1997). 
Vários estudos tëm sido realizados visando investigar, ainda, as 
propriedades bioquímicas e moleculares desta família de isoenzimas (Horau et al., 
2004; Valles; Perera; Strong, 2003; Gadagbui; James, 2000).  
Diversos programas de biomonitoramento também vem empregando 
técnicas imunoquímicas para a detecção de biomarcadores específicos. 
Entretanto, ensaios imunoquímicos exigem a existência de um anticorpo 
específico para a proteína que está sendo pesquisada, e este anticorpo deve 
responder bem às proteínas da espécie em estudo. George (1989) testou 
anticorpos anti GST de coelhos em homogenatos de diferentes espécies de peixes 
e observou que anticorpos produzidos contra GSTs de uma dada espécie, muitas 
vezes não reagem ou reagem com baixa especificidade com isoformas de outras 
espécies. Atualmente, não existem anticorpos comerciais disponíveis para 
detectar GSTs de moluscos.  
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2 - OBJETIVO 
 
Purificar e caracterizar a glutationa S-transferase de brânquias da ostra 
Crassostrea rhizophorae (Molluska: Bivalvia). 
 
2.1 - Objetivos específicos 
  
Determinar as propriedades bioquímicas da(s) proteína(s) purificada(s), 
analisando: 
 
- a atividade enzimática frente ao substrato CDNB (GST total); 
- a especificidade pelo substrato ácido etacrínico (classe Pi); 
- os parâmetros cinéticos Km e Vmax da enzima;  
- o peso molecular aparente e o ponto isoelétrico; 
- a sequência da porção amino terminal da(s) proteína(s) isolada(s) . 
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3 - JUSTIFICATIVA 
 
A enzima GST vem se mostrando um importante biomarcador de 
contaminação. No entanto, não existe muita informação quanto às características 
bioquímicas e moleculares das GSTs de moluscos, organismos que têm sido 
amplamente utilizados em estudos de biomonitoramento ambiental no Brasil e no 
mundo.  
No Brasil existem grupos de pesquisa utilizando ostras como organismos 
sentinela de contaminação aquática. Porém, muito pouco se sabe sobre a 
composição de isoformas que formam a superfamília de GSTs em moluscos. Isto 
se torna importante, principalmente para a aplicação deste biomarcador em 
estudos de contaminação aquática, pois a análise de atividade de GST total 
(substrato CDNB) pode resultar na obtenção de resultados falso-negativos, em 
relação à indução de GSTs. Isto ocorre pelo fato de que em alguns casos, uma 
dada isoforma pode estar inibida, enquanto uma outra induzida e desta forma, a 
variação da atividade de GST total pode não diagnosticar alterações entre 
diferentes grupos de exposição. Além disto, testes imunoquímicos para detecção 
de GSTs de moluscos são praticamente inviáveis no momento, devido à ausência 
de anticorpos disponíveis para estes animais.  
Esste estudo teve como objetivo purificar a enzima glutationa S-transferase 
de brânquias de ostras Crassostrea rhizophorae, com a finalidade de auxiliar a 
análise de resultados de inibição/ indução desta família de enzimas em estudos 
ecotoxicológicos; através da identificação das GSTs presentes nesta ostra, bem 
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como a identificação da isoforma predominante. Além disto, os resultados obtidos 
no presente trabalho podem proporcionar alicerces para produção posterior de 
anticorpos anti-GST de ostras C. rhizophorae, os quais poderão ser utilizados em 
estudos imunoquímicos; bem como o desenho de primers, para estudos de 
transcriptoma e genoma.  
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4 - MÉTODOS 
 
4.1  - Material biológico 
 
 A glutationa S-transferase foi isolada a partir de extratos de 
brânquias de ostras do mangue da espécie Crassostrea rhizophorae. Os animais 
foram coletados no cultivo de moluscos do Laboratório de Cultivo de Moluscos 
Marinhos (LCM) – CCA/ UFSC, na Praia do Sambaqui, Florianópolis/ SC. Foram 
selecionadas ostras adultas de tamanho médio (± 6,0 centímetros de 
comprimento). O enquadramento taxonômico de C. rhizophorae, segundo Barnes 
(1996), está descrito abaixo. 
 
Filo   MOLLUSCA 
Classe  BIVALVIA 
Subclasse  PTERIOMORPHA 
Ordem  OSTROIDA 
Família  OSTREIIDAE 
Gênero  CRASSOSTREA        
 
4.2 – Preparação das amostras 
 
 As brânquias de C. rhizophorae foram extraídas e imediatamente 
homogeneizadas em tampão Tris-HCl 20 mM pH 7,6, EDTA 1 mM, sacarose 0,5M, 
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KCl 0,15 M, DTT 1mM, PMSF 0,1 mM, em homogeneizador "Tissue Tearor" 
(Biospec Prod. INC.), na proporção 1 g de tecido para 4 mL de tampão (1:4).  
O homogeneizado foi centrifugado a 18.000 x g por 20 minutos, obtendo-se 
frações de sobrenadante e pellet. O sobrenadante foi retirado, congelado 
imediatamente em nitrogênio líquido e armazenado em freezer à –80 ºC. 
  
4.3 - Purificação da GST de brânquias de ostras C. rhizophorae 
 
  4.3.1 – Cromatografia de exclusão molecular 
 
A purificação da GST das brânquias foi realizada em duas etapas. 
Primeiramente, o sobrenadante das brânquias foi submetido a uma cromatografia 
de exclusão molecular, em gel Sephadex G25 fine  (Pharmacia). A coluna foi 
montada segundo as recomendações do fabricante (1 g de resina : 6,5 mL H2O 
destilada), equilibrada com tampão PBS (Tampão Fosfato 10 mM pH 7,4; 150 mM 
NaCl) e mantida em câmara fria a 8ºC. O volume final da coluna foi de 18 mL.  
A amostra foi então submetida à cromatografia em coluna G25, sendo o 
volume de amostra aplicada à coluna igual a 1,5 mL. As frações foram então 
eluídas com tampão PBS 10 mM pH 7,4 e coletadas com um coletor de frações 
automático (FC203B - Gilson Inc.) ajustado de forma que cada fração apresentava 
aproximadamente 1,5 mL, mantendo-se um fluxo constante de 10 mL/ hora. A 
finalidade desta etapa foi, principalmente, equilibrar a amostra com tampão PBS 
para cromatografia de afinidade (próxima etapa), sendo este, então, considerado 
um passo preparatório para a purificação da GST. O monitoramento da presença 
de proteínas foi realizado através da medida da absorbância a 280 nm. 
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4.3.2 – Coluna GSH – agarose 
 
A cromatografia de afinidade foi realizada em uma coluna de GSH-agarose 
(Sigma – G-4510). A coluna foi montada de acordo com as recomendações do 
fabricante (35 mg resina: 70 ml H2O miliQ), e apresentou um volume final igual a 
5 mL. Anterirormente à aplicação da amostra, a coluna foi equilibrada em tampão 
PBS (10 mM pH 7,4) e o fluxo foi ajustado para 4 mL/ hora. As frações que 
apresentaram atividade de GST após passagem pela coluna G25 (pico da G25) 
foram então submetidas à cromatografia de afinidade em coluna GSH agarose. 
Aproximadamente 1 mL de amostra foi aplicada à coluna GSH agarose e 
incubadas por 45 minutos antes da eluição. Após a incubação na coluna de 
afinidade, foi realizada a primeira eluição, utilizando-se tampão PBS.  
As frações coletadas foram monitoradas quanto à presença de proteínas, 
através de leitura em espectrofotômetro a 280 nm. Após a diminuição de 
absorbância, referente ao pico de proteínas, a coluna foi eluida com tampão Tris 
HCl 50 mM pH 7,5 contendo uma elevada concentração de GSH (10 mM). As 
frações eluídas com Tris-GSH foram então cuidadosamente coletadas e 
analisadas quanto à presença de proteínas (leitura a 280 nm) e à atividade da 
GST frente aos substratos 1-cloro 2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e ácido etacrínico 
(ETA). Posteriormente, foi realizada a dosagem de proteínas pelo método de 
Lowry e demais análises, como será descrito a seguir.   
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4.4 - Diálise 
 
 Com a finalidade de remover o excesso de GSH contido nas frações 
eluídas da coluna de cromatografia de afinidade, foi realizada uma diálise contra 
água.  Primeiramente a membrana de diálise foi fervida em uma solução de 
Bicarbonato de Sódio (NaHCO3) 10 mM, EDTA 1 mM, por um período de 30 
minutos. Em seguida, essa membrana foi lavada exaustivamente em H2O ultra 
pura e aquecida, com duas trocas de água.  
As amostras foram, então, dispostas em sacos de diálise individuais, em 
um Becker de 1 litro contendo H2O ultra pura, sobre refrigeração e agitação por 
um período 12 horas. 
 
4.5 - Determinação da concentração de proteínas totais 
 
 Foram utilizados dois métodos distintos para a determinação da 
concentração total de proteínas.  
 
4.5.1 - Absorbância em luz U.V. 
 
Primeiramente, a concentração de proteínas, em cada fração eluída das 
colunas de cromatografia, foi monitorada através da leitura da absorbância a 280 
nm. Este método é comumente utilizado para monitorar a presença de proteínas 
em etapas de cromatografia, pois oferece praticidade e agilidade na mensuração, 
além de ser uma metodologia não destrutiva, ou seja, não altera a composição e 
estrutura das proteínas na amostra. 
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O ensaio é baseado na capacidade de absorção dos aminoácidos Tirosina 
(Tyr), Fenilalanina (Phe) e Triptofano (Trp) a 280 nm. No entanto, diferentes 
proteínas podem apresentar diferentes coeficientes de extinção, devido às 
respectivas composições de aminoácidos e diferentes concentrações de Tyr, Phe 
e Trp. O método é baseado na teoria de Wetlaufer (1962), e apresenta 
sensibilidade de 0,2-2 mg/ml.  
A fim de relacionar os valores de absorbância a 280 nm com valores de 
concentração de proteínas, utiliza-se a razão de absorbância 1,0 = 1 mg/mL, 
quando a leitura é realizada em cubetas de 1 cm. Este valor é baseado na média 
de absorção a 280 nm de proteínas distintas, à concentração de 1mg/ml. No 
entanto, este é apenas um valor estimado, não muito preciso, utilizado apenas 
como um parâmetro de comparação (Bollag et al., 1996).  
A medida foi realizada utilizando-se 1 mL de cada fração para leitura, em 
cubetas de quartzo de 1 cm, com capacidade para 1 mL de amostra. O 
equipamento utilizado para este ensaio foi um espectrofotômetro Cary 50 Scan UV 
visible (Varian Inc.).  
Algumas substâncias, no entanto, podem interferir na leitura a 280 nm, tais 
como ácidos nucléicos, componentes de tampões, etc.. Por estes motivos, existem 
algumas variações deste tipo de ensaio, também baseados na absorção em luz 
U.V., porém em outros comprimentos de onda. A relação da absorção a 280 nm e 
260 nm (Waburg; Christian, 1962), bem como da absorção a 280 nm e 235 nm 
(Whitaker; Granum, 1980)  e a absorção a 280 nm e 205 nm (Scopes, 1974) são 
bastante utilizadas, a fim de eliminar a interferência por substâncias não protéicas.  
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Algumas equações foram desenvolvidas com a finalidade de corrigir tais 
interferências, são exemplos a equação 1 e a equação 2.  
Equação 1 - Correção, por minimização da interferência de ácidos nucléicos, do 
cálculo da concentração total de proteínas medida a partir da 
absorbância a 280nm e 260 nm, baseado no método de Schleif, 
Wensink (1981). 
 
[proteína] mg/mL= 1,5 * A280 - 0,75 * A260 
 
Onde:  
[proteína] = concentração total de proteínas 
A280 = Absorbância a 280 nm 
A260 = Absorbância a 260 nm 
 
Equação 2 - Correção do cálculo da concentração total de proteínas medida a 
partir da absorbância a 280nm e 205 nm, baseado no método de 
Scopes (1974). 
 
[proteína] mg/mL= A205/[27,0 + 120 (A280/ A205)] 
 
Onde:  
[proteína] = concentração total de proteínas 
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A280 = Absorbância a 280 nm 
A205 = Absorbância a 205 nm  
Obs.: a absorção a 205 nm é 10 a 60 vezes maior que a 280nm, 
ultrapassando os limites de detecção do espectrofotômetro. Por este motivo, as 
amostras foram diluídas, e a absorbância a 205 nm foi extrapolada de acordo com 
tal diluição.  
 
4.5.2 - Método de Lowry 
 
 
O segundo método utilizado para a determinação da concentração total de 
proteínas foi o método de Lowry, modificado por Peterson (1983), utilizando 
albumina soro bovina (BSA) como padrão. Este método é bastante confiável e, ao 
contrário da medida a 280 nm, apresenta pouca variação para diferentes 
proteínas. No entanto, apresenta algumas desvantagens, como interferência por 
uma variedade de substâncias, instabilidade de certos reagentes e desnaturação 
irreversível das proteínas da amostra. A sensibilidade do método está entre 5 – 
100 µg/ ml (Bollag et al., 1996).  
Este método é baseado na redução da mistura do cromógeno ácido 
fosfomolibdico-túngstico com o reagente Folin e Ciacalteu, onde a forma reduzida 
tem absorção máxima a 750 nm. A mistura do cromógeno ácido é reduzida 
rapidamente pela reação com os resíduos de aminoácidos aromáticos Tirosina e 
Triptofano e uma reação mais lenta com cobre quelando a cadeia peptídica ou a 
cadeia lateral polar, ou ambos (Peterson, 1983). 
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 A concentração total de proteínas na amostra pode ser, então, estimada 
através da equação 3. 
 
Equação 3 - Cálculo da concentração de proteínas totais, pelo método de Lowry, 
modificado por Peterson (1983), utilizando-se uma curva padrão de 
albumina (Peterson, 1983). 
 
P (mg) = bA(1-aA) -1 
 
a = medA-1 - bmedP-1 
b = (Al -1 - Ah-1)/ (Pl -1 - Ph -1) 
 
Onde:  
P = concentração total de proteínas  
a e b = constantes calculadas a partir da absorbância de duas concentração de 
proteínas do padrão 
medA-1 = média de Al -1 e Ah-1, valores de absorbâncias da menor e maior 
concentração do padrão, respectivamente 
medP-1 = média de Pl -1 e Ph -1, referente à menor e maior concentrações do 
padrão 
  
No caso de amostras com baixa concentração de proteínas ([prt] <1 µg/ 
mL), pode-se utilizar um sistema de precipitação DOC-TCA (Deoxicolato de Sódio 
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- Ácido Tricloroacético) (Peterson, 1983). No entanto, os reagentes necessários 
para este procedimento não estavam disponíveis no laboratório onde este estudo 
foi realizado. Por este motivo, o método de precipitação de proteínas com acetona 
foi utilizado, conforme descrito no item 4.6. 
Os ensaios foram realizados utilizando-se leitor de microplaca Tecan 
Sunrise®, em triplicatas. Para cada poço da placa de 96 poços, foi adicionado 
95 µL de H2O deionizada, 5 µL da amostra ou tampão para os brancos, 100 µL da 
solução de Lowry (CTC 25% - Sulfato de cobre 1%, Tartarato de Potássio 0,2%, 
Carbonato de Sódio 10%; SDS 2,5%; NaOH 1 N 20%). Após 10 minutos foram 
adicionados 50 µL do reagente de Folin 0,4 N e mantidas no escuro por 30 
minutos e então realizada a leitura a 750 nm.  
 
4.6 - Precipitação de proteínas  
 
 Algumas análises realizadas neste trabalho necessitaram de amostras com 
concentração de proteínas mais elevada do que as encontradas nas frações 
eluídas das etapas de cromatografia.  
Por estes motivos, estas frações tiveram seu conteúdo de proteínas 
concentrado através do método de precipitação de proteínas com acetona. Neste 
procedimento, foi utilizado 1 mL de acetona gelada para cada 200 µL de amostra. 
As amostras eram então mantidas a -20º C por pelo menos 8 horas e então 
centrifugadas a 18.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet 
ressuspenso cuidadosamente em 10 µL tampão Tris HCl 10 mM pH 6,8.   
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4.7 - Análises enzimáticas 
 
 A atividade de GST das frações eluídas em todas as etapas de 
cromatografia foi verificada utilizando o substrato 1-cloro 2,4–dinitrobenzeno 
(CDNB) e ácido etacrinico (ETA), seguindo o protocolo descrito por Habig; 
Jackoby (1981), com algumas alterações. 
 
4.7.1 - Substrato CDNB 
 
A atividade de GST frente ao substrato CDNB foi testada usando-se leitor 
de microplaca Tecan Sunrise®, em placas de 96 poços, ou espectrofotômetro 
Cary 50 Scan UV Visible (Varian Inc.), em cubetas de 1 cm, em triplicatas. O meio 
de reação era constituído por tampão Fosfato de Potássio 0,1 M pH 6,5; 1 mM 
CDNB, 1 mM GSH e 10 µL de amostra ou tampão de eluição (para o branco). Os 
ensaios foram conduzidos à temperatura ambiente (± 25ºC). O volume final em 
cubetas de 1 cm foi igual a 1 mL, já em microplaca foi igual a 0,1 mL. A 
conjugação de GSH com CDNB foi acompanhada através da formação de um 
composto amarelado, detectado a 340 nm, por um período de 5 minutos. Os 
valores foram expressos em variação da absorbância por minuto e em seguida 
calculada a atividade e atividade específica, expressa em unidades por mililitro (U/ 
mL) e em unidade por miligrama de proteínas (U/ mg prt), onde uma unidade 
representa 1 µmol de substrato conjugado por minuto, conforme mostrado na 
equação 4.  
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Equação 4 - Cálculo atividade CDNB. 
 
Atividade = ((Abs/min/ε * Vtotal)/ Vamostra) 
Atividade específica = ((Abs/min/ε * Vtotal)/ ([prt] * Vamostra)) 
 
Onde:  
ε = coeficiente de extinção molar do conjugado CDNB:GSH a 340 nm = 9,6 
(mM cm)-1 para microplaca em 100 µL = 0,3 cm, logo εCDNB neste ensaio é 2,8 
(mM cm)-1. 
Vtotal = volume final da reação (mL) 
Vamostra = volume de amostra aplicado na reação (mL) 
[prt] = concentração total de proteínas, determinada pelo método de Lowry 
(mg/mL). 
 
O CDNB é utilizado para analisar a atividade de todas as isoformas de 
GST. Portanto a atividade detectada com este substrato é denominada atividade 
da GST total. Já o ácido etacrínico foi relatado ser um substrato utilizado 
preferencialmente por isoformas de GST da classe Pi (Mannervick; Jemth, 1999; 
Meyer et al., 1991).  
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4.7.2 - Substrato Ácido etacrínico (ETA) 
 
 
A dosagem enzimática da atividade de GST frente ao substrato ETA foi 
realizada em espectrofotômetro Cary 50 Scan UV Visible (Varian Inc.). O meio de 
reação continha tampão Fosfato de Potássio 0,1 M, pH 6,5; 0,2 mM ETA, 1 mM 
GSH, e 20 µL de amostra ou tampão de eluição (para o branco). O ensaio foi 
conduzido à temperatura controlada (25ºC) durante 2 minutos. Os valores obtidos 
estão apresentados como atividade enzimática e atividade específica, expressas 
em unidade (U) e em U/ mg de proteínas, respectivamente, conforme mostrado na 
equação 5.   
 
Equação 5 - Cálculo atividade ETA. 
 
Atividade = ((Abs/min/ε * Vtotal)/ Vamostra) 
Atividade específica = ((Abs/min/ε * Vtotal)/ ([prt] * Vamostra)) 
 
Onde:  
ε = coeficiente de extinção molar do conjugado ETA:GSH a 270 nm =  5,0 
(mM cm)-1 
Vtotal = volume final da reação (mL) 
Vamostra = volume de amostra aplicado na reação (mL) 
[prt] = concentração total de proteínas, determinada pelo método de Lowry 
(mg/mL) 
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4.7.3 - Determinação de parâmetros cinéticos (Km e Vmax) 
 
A determinação de parâmetros cinéticos como constante de afinidade por 
substrato (Constante de Michaellis Menten - Km) e velocidade máxima (Vmax) são 
importantes na caracterização de uma determinada enzima. Neste trabalho, foram 
selecionadas frações que representavam o pico de eluição dos processos de 
purificação para a realização da cinética (n= 4). Os ensaios foram realizados em 
microplaca, utilizando-se o leitor Tecan Sunrise® . 
 Foram testadas diferentes concentrações de CDNB e GSH. Primeiramente 
concentração de GSH foi fixada em 1mM e a concentração de CDNB variada em 
0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mM. Posteriormente, fixou-se a concentração de CDNB em 1 
mM e variou-se a concentração de GSH em 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mM. O cálculo dos 
parâmetros cinéticos Km e Vmax foram realizados utilizando-se  programa Graph 
Pad Prism 4®, usando-se os seguintes parâmetros: 
 
Equação 6: Cálculo dos parâmetros cinéticos Km e Vmax - one site binding 
(hyperbola). 
 
Y=Bmax*X/(Kd+X) 
 
Onde: 
Bmax = Vmax  
Kd = Km 
Y = Atividade da enzima 
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X = Concentração do substrato testado 
 
Esta equação descreve a ligação de um ligante ao seu receptor, seguindo a 
lei da ação das massas, onde Vmax representa a taxa máxima de ligação e Km a 
concentração de ligante necessária para atingir a metade de Vmax. 
 
4.8 - Eletroforese  
 
4.8.1 - Eletroforese em mini gel PAGE/SDS 
 
A eletroforese em gel de poliacrilamida, em condições desnaturantes 
(PAGE/SDS) é uma técnica amplamente utilizada em análise de proteínas. Esta 
técnica permite determinar a massa molecular aparente de proteínas em uma 
determinada amostra, bem como o grau de pureza da mesma, em caso de etapas 
de purificação. O método consiste na aplicação de uma determinada amostra 
contendo misturas de proteínas e/ou proteínas purificadas ou parcialmente 
purificadas e posterior separação das mesmas de acordo com a massa molecular. 
As amostras são preparadas previamente em um tampão denominado “tampão de 
preparação da amostra” (sample buffer) o qual contém detergentes, geralmente 
utiliza-se Dodecil Sulfato de Sódio (SDS),  agentes redutores, como DTT ou β-
mercapto etanol e um corante, geralmente azul de bromofenol (Bollag et al., 
1996).  
O SDS se liga às proteínas da amostra, rompendo as ligações envolvidas 
no dobramento da proteína, permitindo que a mesma se mantenha estável em 
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solução, em uma conformação linear. Como resultado, o tamanho do complexo 
SDS-proteína é proporcional à massa molecular da proteína (Bollag et al., 1996). 
Além disto, o SDS envolve estas proteínas, conferindo-lhes carga negativa.  
Deste modo, é possível separar as proteínas de uma determinada amostra 
por massa molecular, após aplicação de uma carga elétrica no sistema e a 
formação de uma diferença de potencial elétrico, fazendo com que as proteínas, 
previamente carregadas negativamente, migrem em direção ao pólo positivo. 
Assim sendo, proteínas de maior massa migram menos no gel, concentrando-se 
na porção superior, enquanto proteínas menores migram mais rapidamente, sendo 
encontradas na porção inferior do gel.    
A fim de verificar o grau de pureza das frações eluídas da coluna GSH-
agarose, foi realizado PAGE/SDS em gel 15%. As amostras foram previamente 
concentradas com acetona, conforme descrito anteriormente, e então 
ressuspensas em 10 µL de Tampão Tris 10 mM pH 6,8. Essas frações 
concentradas foram, então, submetidas ao tratamento com tampão de amostra 
(Tris 0,25 M pH 6,8, glicerol 40%, SDS 4%, Azul de Bromofenol 0,008%) contendo 
5% de β-mercapto etanol. Para cada 10 µL de amostra foi utilizado 15 µL de 
tampão de amostra. As amostras foram fervidas por 3 minutos, refrigeradas em 
gelo e então aplicadas no gel (25 µL/ poço).  
Um sistema de eletroforese mini gel da Bio-Rad foi utilizado. O gel de 
entrada (stacking gel) apresentava concentração de 5% e o gel de corrida (running 
gel) de 15%. O tampão de corrida (running buffer) utilizado foi um tampão Tris-HCl 
25 mM pH 8,3, Glicina 192 mM, SDS 0,1%.  O sistema foi mantido com uma 
voltagem constante de 80 V até que todas as amostras atingissem o gel de 
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corrida, aumentando-se então a voltagem para 120 V, monitorando-se a 
temperatura para evitar um superaquecimento. Foram utilizados padrões de 
massa molecular purificados como valores referência, além de um marcador de 
massa colorido (Kaleidoscope® – Bio-Rad Inc.).    
Após o término da corrida, os géis foram fixados em uma solução contendo 
Metanol 50 %, Ácido Acético 12%, Formaldeído 0,25 mL/ L. Os géis foram então 
mantidos nesta solução fixadora por um período de pelo menos 12 horas. As 
bandas de proteína puderam ser visualizadas após coloração por prata, conforme 
descrito no item 4.8.3. 
 
4.8.2 – Eletroforese Bidimensional (2D) 
 
Os procedimentos relacionados à eletroforese bidimensional foram 
realizados no Laboratório de Química de Proteínas (Instituto de Biologia, 
UNICAMP, Campinas/ SP), sob a coordenação do Prof. Dr. José Camillo Novello. 
A determinação do peso molecular aparente e ponto isoelétrico das 
proteínas purificadas foi realizada utilizando um sistema de eletroforese 
bidimensional (eletroforese 2D). Esta técnica é constituída de duas etapas, sendo 
a primeira caracterizada pela separação de proteínas pelo ponto isoelétrico (pI), 
também denominada isoeletrofocalização; e a segunda pela análise da massa 
molecular aparente destas proteínas previamente separadas por pI. Deste modo, 
a utilização de eletroforese bidimensional permite estabelecer o pI e a massa 
molecular aparente das proteínas contidas em uma determinada amostra. Os 
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procedimentos adotados para a realização da eletroforese 2D neste trabalho estão 
descritos, em detalhes, a seguir.  
 
Isoeletrofocalização (primeira dimensão) 
 
Foram utilizadas tiras desidratadas de poliacrilamida de 18 cm com 
gradiente imobilizado de pH (IPG, immobilized pH gradient - Pharmacia) na faixa 
de pH de 3-10, não linear. Cada tira foi re-hidratada diretamente com 350µL da 
solução SB1D (Uréia 8M, Caps 4%, DTT 5mM, Anfolinas 2% e um traço de BPB) 
(com a amostra) por 12 horas. Em seguida, as tiras foram submetidas à corrida 
eletroforética em aparelho IPGphor (GE Biosciences) com os seguintes 
parâmetros elétricos: 
Passo 1: 500V por 1 hora 
Passo 2: 1000V por 1 hora 
Passo 3: 8000V ate acumular-se 90 KVh 
(máximo de 50µA por tira). 
Ao final da corrida, as tiras foram imediatamente submetidas à separação 
na segunda dimensão ou armazenadas a –80ºC para posterior utilização. 
 
SDS-PAGE (segunda dimensão) 
 
Foi utilizado o sistema SE-600 com refrigeração interna (GE Biosciences). 
Os géis de poliacrilamida 13,5% foram preparados no dia anterior à corrida, em 
placas de 14 X 16cm, com espessura de 1,5 mm. 
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Previamente ao início da corrida, as tiras de IPG, provindas da corrida de 
primeira dimensão, foram incubadas por 8 minutos em solução de contendo Tris-
HCl 50mM pH 6,8, Uréia 6M, Glicerol 30%, SDS 2% e DTT 2%. Em seguida, 
foram transferidas para uma solução contendo Tris-HCl 50mM, pH 6,8, Uréia 6M, 
Glicerol 30%, SDS 2% e Iodoacetamida 2,5%, por um período de 12 minutos. 
Finalmente, foi adicionado às tiras 200μL de Tris 6,8, por mais 12 minutos, a fim 
de configurar a isotacoforese. As tiras foram então aplicadas sob os géis 
previamente preparados e, então, cobertas com agarose 0,1% aquecido a 70ºC. 
Após solidificação da agarose, as placas foram montadas no sistema SE-600 e 
devidamente completadas com tampão de corrida (Tris-HCl 25mM, Glicina 192mM 
e SDS 0,1%). A corrida foi conduzida a 10ºC, inicialmente a 90V fixos por 30 
minutos e depois com amperagem constante de 30mA /gel e voltagem livre por 
aproximadamente 3 a 4 horas. Ao final da corrida, os géis foram agitados por 5 
minutos em água destilada para retirada do SDS e fixados durante a noite em 
metanol 40% e ácido acético 10%. 
 
4.8.3 - Coloração com Nitrato de Prata 
 
A coloração por prata é ideal para a visualização de bandas contendo entre 
2 a 10 ng de proteína. Como as frações eluídas da coluna GSH-agarose estavam 
pouco concentradas, foi utilizado este método de coloração para visualização das 
bandas de proteínas, tanto em eletroforese em mini gel, como em eletroforese 
bidimensional. Os procedimentos adotados estão de acordo com o relatado por 
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Blum e colaboradores (1987), com algunas modificações (Nesterenko; Tilley; 
Upton, 1994), como descrito a seguir. 
Primeiramente, o gel foi incubado por 20 minutos em uma solução de etanol 
50%, este procedimento foi repetido três vezes. Em seguida, o gel foi transferido 
para uma solução de tiossulfato de sódio (0,06g/300ml H2O) por 1 minuto, seguido 
de três lavagens de 20 segundos com água destilada. O gel foi então incubado 
com uma solução impregnante, contendo nitrato de prata (0,6g AgNO3  e 225μL 
formaldeído para 300mL) por 20 minutos, seguido de três lavagens de 20 
segundos com água destilada. Finalmente, foi realizada revelação em 400 mL de 
solução contendo 24g de Na2CO3, 200μL de Formaldeído e 16mL da solução de 
Tiossulfato. A revelação foi interrompida com 200mL de ácido acético 5%  por 10 
minutos. 
 
4.9 - Sequenciamento da porção N- terminal 
 
 As proteínas separadas por eletroforese 2D foram transferidas para 
uma membrana de fluoreto de polivimilideno (PVDF). (Immobilon-PSQ , Millipore, 
Bedford, MA), segundo descrito por Valles; Pereira; Strong (2003) ou Immobilon-P 
transfer membrane in 10 mM MES (pH 6.0)/ 20% metanol em um sistema Bio-Rad 
Transfer Trans-Blot cell bloting system.  As bandas reveladas por azul de 
comassie foram cortadas e submetidas à análise da seqüência N- terminal em 
seqüenciador automático Shimadzu (PPSQ-23A). As análises de sequenciamento 
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foram conduzidas no Laboratório de Bioquímica (Instituto de Biologia-UFSCar, 
São Carlos/ SP), sob coordenação da Profa. Dra. Heloísa Sobreiro S. de Araújo. 
O método de sequenciamento utilizado foi baseado na reação de 
degradação de Edman. Nesta reação o Fenilisotiocianato (FITC) reage com o 
resíduo amino terminal em condições alcalinas, para formar um derivado de 
Feniltiocarbamoil (FTC-proteína). O ácido Trifluoroacético cliva o primeiro 
aminoácido como um derivado de Anilinotialinona (ATZ- aminoácido), deixando 
um novo resíduo de aminoácido na posição N-terminal para o próximo ciclo de 
degradação. O ATZ- aminoácido é então removido por extração com cloreto de N-
butil e convertido a um derivado de Feniltiohidantoína (FTH - aminoácido). O FTH - 
aminoácido é tranferido para uma coluna de fase reversa (C-18) para detecção a 
270 nm. Uma mistura de 19-FTH aminoácidos padrões é também injetada na 
coluna para separação (Lehninger; Nelson; Cox, 1995).  
Os cromatogramas do HPLC foram coletados usando análises 
computacionais. Esta cromatografia permite identificar o tempo de retenção dos 
padrões conhecidos, para posterior comparação com os aminoácidos derivados 
dos ciclos de degradação de Edman do peptídio analisado e assim, determinar o 
aminoácido presente em um resíduo em particular. Este processo é repetido 
seqüencialmente para determinar a sequência N-terminal de uma proteína/ 
peptídeo. Esta metodologia pode ser utilizada em proteínas imobilizadas em 
membranas de PVDF. A amostra deve estar o mais concentrada possível na 
membrana (± 1 µg/ spot). Os spots podem estar corados com azul de comassie, 
Ponceau S ou Amido Black (Iowa State University of Biotechnology, 2004). 
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5 – Resultados 
 
As etapas de purificação e caracterização da GST de brânquias de ostras 
Crassostrea rhizophorae foram realizadas com repetições e os resultados 
apresentados  refletem o padrão encontrado nas análises. 
 
5.1 – Purificação da GST 
 
5.1.1 – Gel filtração 
 
A cromatografia de exclusão molecular em resina Sephadex G25 
apresentou dois picos de proteínas, como pode ser verificado na Tabela 2 e no 
gráfico da Figura 4.  Este perfil de eluição está de acordo com o esperado para 
amostras com conteúdo heterogêneo de proteínas.  
As frações que apresentaram os picos de proteínas foram agrupadas e 
submetidas às análises bioquímicas a fim de verificar a presença de atividade de 
GST. A atividade de GST nos picos foi verificada utilizando-se o substrato CDNB, 
que quantifica a atividade de todas as isoformas de GST.  
 58
Tabela 2 – Atividade de GST utilizando-se o substrato CDNB (U/ min) de frações 
eluídas da gel filtração com tampão PBS.  
                         
                   
          
Figura 4 – Perfil de eluição de proteínas durante a gel filtração do extrato bruto de 
brânquias de ostras C. rhizophorae, monitorando a absorbância a 280nm. 
O valor limite para detecção da absorbância no espectrofotômetro 
utilizado foi  3,0.  
 
As alíquotas I, II e III apresentaram as maiores atividades de GST-CDNB 
nos repetidos processos de gel filtração realizados neste trabalho (Tabela 2), 
correspondendo às amostras do primeiro pico de proteínas das frações eluídas da 
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coluna (gráfico da Figura 4). Os valores médios de atividade enzimática no 
primeiro pico de proteínas foi igual a 0,32 mmol/ min (± 0,03). No segundo pico a 
atividade foi de 0,05 mmol/ min (± 0,05).  
 
5.1.2 – Cromatografia de afinidade 
 
As alíquotas com atividade de GST provenientes da coluna G25 foram 
então submetidas à cromatografia de afinidade em coluna GSH-agarose. Foi 
aplicado um volume de 800 µL de amostra a esta coluna, seguida de incubação 
por 45 minutos, anteriormente ao início da eluição com tampão PBS.  
As frações eluídas com tampão PBS da coluna GSH-agarose apresentaram 
um pico de proteínas entre as frações 4 e 14 (Figura 5). Este perfil cromatográfico 
foi similar em todas as repetições da cromatografia, quando mantidas as mesmas 
condições experimentais. 
Quando a absorbância a 280 nm das amostras diminuiu aos níveis basais, 
foi realizada a eluição das amostras da coluna com tampão Tris-GSH (GSH 10 
mM). Após a esta eluição, foi observado o aparecimento de um pico de proteínas 
a partir da fração 28.  
Estes resultados demonstram a presença de uma grande quantidade de 
proteínas, na amostra, sem capacidade de ligação a GSH, as quais foram eluídas 
com PBS. Uma menor quantidade de proteínas, provavelmente GSTs, ficaram 
retidas na coluna durante a eluição com PBS e somente foram eluídas após a 
utilização do tampão Tris com elevada concentração de GSH (10 mM).   
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Figura 5 – Frações eluídas da cromatografia de afinidade GSH-agarose 
monitorado através da leitura da absorbância a 280 nm  e pela 
quantificação utilizando-se o método de Lowry.  
 
5.2 - Diálise 
 
Inicialmente as alíquotas eluídas foram dialisadas para eliminar o excesso 
de GSH no meio visando a quantificação da atividade da GST. No entanto após o 
processo de diálise foi observada uma diminuição na atividade da GST em cerca 
de 10 vezes em relação à amostra não dialisada (dados não mostrados). 
Possivelmente isto ocorreu devido ao longo período de diálise utilizado (12 horas). 
Em função disso, as demais análises foram realizadas com frações não dialisadas.  
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 5.3 - Dosagem de proteínas 
 
O monitoramento da presença de proteínas através de espectrofotometria a 
280 nm é uma metodologia prática, porém não muito sensível para a quantificação 
precisa da concentração de proteínas em uma determinada amostra. Por este 
motivo, o método de Lowry modificado por Peterson (1983) também foi utilizado 
para a determinação da concentração de proteínas totais nas frações eluídas da 
coluna de afinidade GSH-agarose. 
As frações eluídas da cromatografia apresentaram uma pequena 
concentração de proteínas. A metodologia de Peterson (1983) para a 
determinação da concentração total de proteínas pode sofrer interferência 
causada pela presença de Tris e GSH na solução. Para que pudéssemos utilizar 
esta metodologia, foi necessária  a realização de três curvas padrões, com a 
finalidade de observar o padrão de absorbância de concentrações conhecidas de 
albumina sérica em soluções contendo água, tampão Tris 50 mM e tampão Tris 50 
mM com GSH 10 mM (Figura 6), respectivamente.  
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Figura 6 - Curva padrão de dosagem de proteínas, utilizando albumina sérica 
como padrão em diferentes soluções.    
 
Como pode ser observado na Figura 6, o tampão de eluição Tris-GSH 
interfere na leitura pelo método de Peterson (1983), devido à presença de Tris e 
GSH. A interferência de GSH é bastante significativa quando a concentração de 
proteínas é baixa (<10 µg ou <40 µg/ mL), podendo aumentar em até 3 a 4 vezes 
a absorbância a 750 nm. Já em concentrações elevadas de proteína, a 
interferência destes reagentes é menor.  
Face ao exposto e devido ao fato das frações eluídas da coluna de 
afinidade conterem baixa concentração de proteínas, foi necessária a realização 
de uma precipitação com acetona para concentrar as proteínas nestas frações. 
Assim, foi possível minimizar a interferência de Tris e GSH e aumentar a 
concentração de proteínas nas amostras,  
Como pode ser observado na Figura 5, a estimativa da concentração total 
de proteínas determinada pelo método de Lowry permitiu a detecção de um 
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primeiro pico de proteínas nas frações iniciais, eluídas com PBS, bastante similar 
ao encontrado através da quantificação a 280 nm; e um segundo pico nas frações 
eluídas com Tris-GSH. No entanto, o segundo pico de proteínas, não pôde ser 
muito bem destacado através da absorbância  a 280 nm. Utilizando o método de 
Peterson (1983) foi possível evidenciar a presença do segundo pico de proteínas 
eluídas com tampão Tris-GSH. 
Métodos alternativos para a detecção da concentração total de proteínas 
por luz u.v. também foram testados. Foram realizadas medidas a 280, 260 e 
205 nm. Os cálculos foram realizados conforme descrito nas equações 1 e 2 
(metodologia). Os valores de concentração total de proteínas calculados pelo 
método de Peterson (1983) e por medição em luz u.v. foram bastante distintos, 
porém mantiveram uma certa relação entre as diferentes amostras, como pode ser 
visualizado na Tabela 3.  
            
Tabela 3 - Comparação do cálculo para determinação da concentração total de 
proteínas, nas diferentes metodologias utilizadas. 
                         
Para as demais análises bioquímicas foram utilizados os valores de 
concentração total de proteínas resultantes do ensaio pelo método de Peterson 
(1983). 
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5.3 - Análises enzimáticas 
 
Com o intuito de verificar  a presença de atividade de GST nas frações 
eluídas da coluna de cromatografia de afinidade, foram realizadas análises da 
atividade da GST nas alíquotas referentes ao pico de proteínas, utilizando-se 
CDNB e ETA como substratos (Tabela 4). 
 
Tabela 4 - Atividade enzimática frente ao substrato CDNB e ETA e concentração 
total de proteínas (Lowry) das frações que representavam os picos de 
eluição com PBS e Tris-GSH. Os picos de atividade estão em negrito, 
nd = não detectado (U= µmol/min). 
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5.3.1 - Atividade da GST-CDNB 
       
A amostra denominada PréGSH, representa a alíquota selecionada da 
coluna G-25 e então submetida à cromatografia de afinidade. Esta amostra 
apresentou uma atividade da GST-CDNB de 0,472 U/ mL. No entanto, a atividade 
específica de GST-CDNB total na PréGSH foi significantemente menor que nas 
frações eluídas com tampão Tris-GSH (cerca de 30 vezes menor que em F40-42 e  
93 vezes que em F43-45), evidenciando a eficiência da cromatografia de afinidade 
(Figura 7 e Tabela 4).   
              
 
Figura 7 - Atividade enzimática e específica da GST-CDNB nas frações eluídas da 
coluna GSH-agarose. Os dados estão plotados em U/ mL e em U/ mg de 
proteína (U = µmol/ min).  
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5.3.2 - Atividade da GST-ETA 
 
Ao contrário do CDNB, o ETA é somente utilizado como substrato por 
algumas isoformas de GST, principalmente aquelas pertencentes à classe Pi.  
Utilizando-se o ETA como substrato foram observadas duas frações de atividade 
(Figura 8 e Tabela 4), de forma semelhante ao observado para o CDNB. Porém, o 
pico de atividade GST-ETA nas frações eluídas com Tris-GSH, foi observado em 
uma alíquota de eluição anterior à fração inicial do pico de atividade com CDNB, 
sugerindo que estas isoformas possuem diferentes constantes de afinidade por 
GSH-agarose. 
                          
 
Figura 8 - Atividade enzimática e específica da GST-ETA nas frações eluídas da 
coluna GSH-agarose. Os dados estão plotados como U/ mL e U/ mg de proteína 
(U = µmol/ min).  
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As atividades enzimáticas e específicas de GST-ETA nas amostras eluídas 
da coluna GSH-agarose foram cerca de 130 (F40-42) e 200 (F37-39) vezes 
maiores do que nas frações obtidas da coluna de G25. Estes resultados sugerem 
a presença de isoformas de GST pertencentes à classe Pi em brânquias de C. 
rhizophorae. 
A utilização da unidade U/ mg de proteína é válida, pois reflete a relação 
das proteínas contidas na amostra e o grau de purificação do processo. Porém, 
deve-se ter cautela ao analisar os resultados, pois em alguns casos, a 
concentração de proteínas totais é muito próxima a zero, mascarando a atividade 
real da enzima, na amostra analisada. 
Pelo fato dos picos de atividade de GST-CDNB e GST-ETA das frações 
eluídas com Tris-GSH apresentarem baixa concentração de proteínas, pode-se 
sugerir que as proteínas contidas nas frações do pico eram GSTs. Investigações 
adicionais foram realizadas para checar o grau de pureza destas amostras. Estas 
amostras foram submetidas a eletroforese (PAGE/SDS) e eletroforese 
bidimensional, como descrito posteriormente. 
 
5.3.3 – Parâmetros cinéticos da GST purificada 
 
As frações representativas dos picos de eluição de GST foram então 
submetidas a análises de cinética enzimática, com a finalidade de estabelecer os 
valores de Km e Vmax para os substratos CDNB e GSH, das proteínas isoladas. 
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Figura 9 - Atividade de GSTs, isoladas por cromatografia de afinidade, utilizando-
se GSH 1 mM e diferentes concentrações do co-substrato CDNB (0,5; 
1,0; 2,0 e 4,0 mM) (n=4).   
 
Os valores de Vmax e Km calculados, conforme a equação 6, para CDNB 
foram 0,1926 (± 0,0292) mmol/ min e 1,37 (± 0,51) mM, respectivamente. 
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Figura 10 - Atividade de GSTs, isoladas por cromatografia de afinidade,  
utilizando-se o co-substrato CDNB em 1mM  e diferentes concentrações 
do substrato GSH (1,0; 2,0 e 4,0 mM)(n=4) .   
 
 Os valores de Vmax e Km encontrados para GSH foram 0,1779 (± 0,0265) 
mmol/ min e 0,767  (± 0,355) mM, respectivamente. 
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5.4 - Eletroforese 
 
  5.4.1 - Eletroforese PAGE/SDS 
                       
Figura 11 - PAGE/SDS 15 % das alíquotas obtidas no pico da cromatografia em 
coluna de afinidade. À esquerda pode ser visualizado o marcador de peso 
molecular kaleidoscope (Bio-rad) com as respectivas massas 
moleculares. As linhas 1,2,3 e 4 representam  as frações eluídas, e a 
linha 5 o marcador de massa purificado BJJO de 25 kDa. Coloração por 
Prata.  
 
O perfil das frações purificadas, em mini gel, mostrou a presença de uma 
quantidade  de proteínas com massa molecular aparente próxima a 24 kDa. Estas 
frações apresentaram, também, pouca contaminação, refletida pela ausência de 
outras bandas de proteínas com massas moleculares distintas, sendo que as 
bandas detectadas por esta metodologia foi uma de massa molecular próxima a 
40 kDa e outra próximo a 195 kDa.  
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Os valores de massa molecular aparente não puderam ser precisamente 
calculados em eletroforese em minigel, no entanto, esses valores foram melhores 
estabelecidos após a realização da eletroforese bidimensional. 
 
5.4.2 - Eletroforese bidimensional 
 
 A eletroforese bidimensional das alíquotas obtidas no pico das 
frações eluídas da coluna GSH-agarose revelou a presença de seis spots de 
massa molecular aparente calculada em 26,09 kDa (vide Tabela 5) e pI entre 5,4 e 
7,6, representando, provavelmente seis subunidades (monômeros) diferentes de 
GST. Outros spots de massa molecular aparente de 55,15 e 68,50 kDa podem ser 
visualizados na parte superior do gel.  
                         
Figura 12 - Eletroforese bidimensional das frações obtidas por cromatografia de 
afinidade. À direita encontram-se os marcadores de massa molecular (em 
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kDa), com os respectivos valores. Foi mostrado apenas a faixa de pI onde 
apareceram os spots (4,5 - 8,0). Coloração por Prata. 
 
Os spots de massa molecular mais elevada poderiam representar 
diferentes isoformas da GST, em forma dimérica. No entanto esta possibilidade se 
torna pouco provável, visto que estas amostras foram tratadas previamente com 
agentes redutores e desestabilizantes, os quais poderiam, teoricamente, 
facilmente separar os dímeros em monômeros.    
 
Tabela 5 - Cálculo da massa molecular aparente dos spots detectados por 
eletroforese bidimensional. 
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5.5 - Sequênciamento da região N-terminal  
 
 
No sequenciamento realizado a partir dos spots encontrados no gel bi-
dimensional, foi obtido apenas a seqüência de 5 resíduos da porção N-terminal 
das proteínas isoladas. O provável problema encontrado para seguir o 
sequênciamento foi a concentração das proteínas na membrana, a qual foi 
considerada baixa para o sequenciamento. Pretende-se aumentar a concentração 
e otimizar o passo de transferência do gel para a membrana PVDF, a fim de 
aumentar a concentração das proteínas nos spots e viabilizar, desta forma, o 
sequenciamento de um número maior de resíduos da porção N-terminal das 
proteínas isoladas.  
 
Tabela 6 - Sequenciamento da porção N-terminal dos spots 1, 2, 3 e 4, em 
seqüenciador Shimadzu (PPSQ-23A).  
 
                                
O alinhamento destas 4 sequências de 5 aminoácidos, com sequências 
de GSTs depositadas no banco de dados de proteínas SWISS-PROT (Last major 
release of the SWISS-PROT protein sequence database (no updates)) foi 
realizado por BLAST no site do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast). A 
sequência do spot 2 (PAYEL) alinhou com GSTs de Ratus norvegicus (rato 
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marrom) Glutathione S-transferase alpha - 5, Gallus gallus (galinha) Glutathione S-
transferase 3 (GST-CL3) (GST class-alpha) e com Zea mays (milho) Probable 
glutathione S-transferase BZ2 (Protein bronze-2). O spot 4 (PAYGL) alinhou com 
GSTs de Ochrobactrum anthropi (a-proteobacteria)  Glutathione S-transferase e 
Arabdopsis thaliana Glutathione S-transferase PM239X14 (GST class-Pi). 
Também, foi realizado, o alinhamento das 4 sequências obtidas, 
utilizando-se o banco de dados “nr” (All non-redundant GenBank CDS 
translations+RefSeq Proteins+PDB+SwissProt+PIR+PRF). No entanto, a utilização 
deste outro banco de dados resultou no alinhamento com seqüências de GSTs de 
espécies bastante variadas. As seqüências dos spots 1, 2, 3 e 4 alinharam com 
29, 101, 12 e 66 sequências de GSTs, respectivamente.  
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7 – Discussão 
 
No presente estudo foram isoladas GSTs de brânquias de ostras 
Crassostrea rhizophorae, utilizando-se cromatografia de afinidade em coluna 
GSH-agarose. As proteínas isoladas apresentaram atividade de GST-CDNB e 
GST-ETA, além de massa molecular aparente de acordo com o esperado para 
GSTs. 
A análise da concentração de proteínas das frações eluídas com tampão 
Tris-GSH na cromatografia de afinidade apresentou algumas dificuldades nos dois 
métodos utilizados (absorbância em luz U.V. e método de Lowry modificado por 
Peterson, 1983). Inicialmente as frações eluídas apresentaram uma baixa 
concentração de proteínas, sendo que em algumas vezes permaneceu abaixo do 
limite de detecção das metodologias empregadas. Além disso, o tampão de 
eluição que continha Tris 50 mM e GSH 10 mM pode ter interferido na leitura, 
principalmente nas dosagens pelo método de Peterson (1983).  
Segundo Bollag et al. (1996), o tampão Tris em concentrações acima de 
250 µM e o tripeptídeo GSH em concentrações acima de 100 µM podem interferir 
nas reações (Peterson, 1983). Para evitar este problema, as amostras foram 
precipitadas com acetona. Desta forma, a concentração de proteínas nas frações 
eluídas com Tris-GSH foi 0,049 ± 0,027 mg/ mL (média ± desvio padrão), cerca de 
5 vezes menor a encontrada por Donhan e colaboradores (2005 a, b) em estudo 
de purificação de GST realizado com espécies de peixes. No entanto, isto não 
impossibilitou que as demais análises bioquímicas de caracterização das 
proteínas isoladas fossem realizadas. 
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Os valores de atividade específica encontrados em diferentes estudos 
realizados com GSTs é bastantes variável (Gadagbui;  James, 2000; Yang et al., 
2004; Donhan et al., 2005 a,b; Konish et al., 2005). Como observado na maioria 
dos estudos de purificação de GSTs (Horau et al., 2002; Donhan et al., 2005 a,b), 
os maiores valores de atividade específica,  nas frações eluídas da coluna de 
cromatografia de afinidade, foram obtidos quando foi utilizado CDNB como 
substrato, 14,134 U/ mg de proteína (GST-CDNB) e 7,554  U/ mg de proteína 
(GST-ETA).  
Porém os maiores valores de atividade enzimática observado nos extratos 
incubados com CDNB e ETA foi semelhante (0,279 e 0,312 U/ mL). A diferença 
observada em termos de atividade específica entre as duas técnicas de 
quantificação está relacionada à concentração de proteínas nas frações de cada 
pico, uma vez que os valores máximos de atividade de GST-CDNB e GST- ETA 
foram detectados em frações distintas. Estes valores foram bastante próximos, 
estando na mesmo ordem de grandeza. 
Resultados semelhantes foram apresentados por Yang e colaboradores 
(2004), em estudo com GST recombinante de Mytilus edulis - meGST-CDNB igual 
a 5,97 U/ mg proteína e meGST-ETA 15,60 U/ mg proteína e por Konish e 
colaboradores (2005) pmGSTA1-1 CDNB 9,64 ± 0,22 U/ mg proteína pmGSTA2-2 
2,88 ± 0,02 U/ mg de proteína em GSTs recombinantes de Pagrus major. Outros 
estudos, com espécies de peixes, demonstraram uma atividade GST-CDNB 4 ou 
mais vezes maior que a atividade de GST-ETA. Donhan e colaboradores 
encontraram uma atividade de GST-CDNB 205,26 U/ mg de proteína e GST-ETA 
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49,2 U/mg (esturjão branco) (Donhan et al., 2005 b); e GST-CDNB 46,10 U/mg e 
GST-ETA 7,5 U/mg no salmonídeo  Oncorhynchus tshawytsha (Donhan et al., 
2005 a).  
A elevada atividade de GST- ETA nas frações eluídas da coluna GSH-
agarose, sugere a presença de isoformas da classe Pi em C. rhizophorae. Trivella 
et al. (2004) observaram que a GST-ETA foi induzida nas brânquias e na glândula 
digestiva de ostras C. rhizophorae após exposição a esgoto doméstico, sendo esta 
indução foi cerca de 3 vezes maior nas brânquias. Yang e colaboradores (2004) 
verificaram uma atividade GST-ETA 3 vezes maior que a atividade GST-CDNB de 
GST recombinante de Mytilus edulis (meGST). Conforme revisado por estes 
autores, grande parte das isoformas de GST presentes em moluscos bivalves 
pertencem à classe Pi, sendo que apenas uma pequena porção enquadra-se nas 
classes Alpha, Mu e Sigma. 
GSTs de moluscos bivalves, apresentam Km para CDNB variando de 0,28 - 
3,70 mM e Km para GSH de 0,11 - 4,82 mM (Yang, 2004). Observando-se a 
Tabela 7, verifica-se que os valores de Km para CDNB e GSH é bastante variável 
entre os bivalves, bem como entre as diferentes isoformas de GST de uma 
espécie em questão (ex.: GST3-3, GST5-5 e GST6-6 de R. decussatus).  
As enzimas isoladas neste estudo apresentaram valores de Km para CDNB 
igual a 1,38 mM (± 0,51) e para GSH 0,77 mM  (± 0,35).  
O valor de Km para CDNB, calculado a partir das análises cinéticas das 
GSTs isoladas de brânquias de ostras C. rhizophorae, está de acordo com o 
encontrado por Konishi e colaboradores (2005), onde o Km GST-CDNB foi de 1,33 
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mM para isoformas da classe Alpha do peixe Pagrus major; e próximo ao 
encontrado por Horau e colaboradores (2002), onde o Km GST-CDNB da isoforma 
GST5-5 de R. decussatus foi igual a 1,65 - Tabela 7.  Já o valor de Km para GSH 
encontrado neste estudo Km = 0,78 pode ser considerado um valor médio dos 
encontrados para diferentes espécies de bivalves, estando mais próximo ao Km 
detectado para a isoforma - GST1 de brânquias de Mytilus edulis (Km = 0,50) 
(Fitzpatrick et al., 1997).  
 
Tabela 7 - Valores de Km para CDNB e GSH em diferentes espécies de moluscos 
bivalves (adaptado de Yang, 2004). 
     
Muitos estudos vem sendo realizados com GSTs de vertebrados, 
principalmente mamíferos,  e, em menor escala, com GSTs de invertebrados. Na 
revisão de Clark (1989) pode-se verificar que não existem grandes diferenças 
entre as GSTs destes dois grandes grupos de animais, exceto algumas exceções. 
A maioria das espécies estudadas até o momento apresentam mais de uma 
isoforma de GST, sendo que o padrão de isoformas pode variar bastante nos 
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diferentes tecidos, como indicado pelo padrão de isoeletrofocalização (revisado 
por Jakoby, 1978; Mannervik e Danielson, 1988; Beckett; Hayes, 1993).  
As GSTs de invertebrados, em forma dimérica apresentam, em média, 
massa molecular de 43,0 ± 8 KDa, e as subunidades 24,9 ± 3 KDa, sendo este 
valor variável dependendo da espécie que está sendo analisada (Clark, 1989).  
No presente estudo, as proteínas isoladas por cromatografia de afinidade 
apresentaram massa molecular aparente igual a 26,09 KDa, calculada a partir das 
análises de eletroforese 2D. Este valor está de acordo com o previsto para 
subunidades de GSTs. As análises de isoeletrofocalização, das GSTs isoladas de 
brânquias de ostras C. rhizophorae, mostraram a existência de 6 spots diferentes, 
representando, possivelmente, diferentes subunidades de GSTs que podem ser 
monômeros de diferentes isoformas. Os valores de pI revelados por 
isoeletrofocalização variaram de 5,4 a 7,6. 
Pham; Barber; Gallagher  (2004) isolaram uma isoforma da classe Alpha , a 
qual é codificada pelo gene GSTA e representa cerca de 80 % das GSTs 
encontradas em fígado de Micropterus salmoides. Esta isoforma apresentou 
massa molecular igual a 26,40 KDa, detectada por análises de HPLC, resultado 
muito semelhante ao encontrado neste estudo. Gadagbui e James (2000) isolaram 
GSTs de intestino de catfish que apresentaram massa molecular igual a 26,7 KDa 
e pI variando de 8,0-8,2. A isoforma de pI 8,2 foi identificada como pertencente à 
classe Pi, através de comparação da porção N-terminal, e apresentou bastante 
similaridade com GSTs Pi de salmonídeos (63-70% de homologia e 80% de 
identidade).  
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GSTs de moluscos bivalves também já foram isoladas. Blanchette e Singh 
(1999) isolaram quatro subunidades de GST do vôngole Mercenaria mercenaria, 
com massa molecular calculada para  22, 24, 25, and 27 kDa e  pI = 5.1, 4.9 e 4.6. 
Segundo estes autores, o valor ácido dos pI obtidos indicam que as GSTs isoladas 
pertencem à classe Pi.  
No entanto, o enquadramento das subunidades nas diferentes classes de 
isoformas através do pI é contraditório. Gadagbui e James (2000) classificaram 
subunidades de pI 8,0-8,2 como pertencentes à classe Pi, devido à comparação 
da seqüência de aminoácidos com outras isoformas descritas. Já Blanchette e 
Singh (1999) sugerem que isoformas de pI ácido podem ser classificadas como da 
classe Pi. Estas contradições da literatura postulam que vários parâmetros devem 
ser considerados para uma correta classificação da isoforma de GST (Sheehan et 
al., 2001; Clark, 1989). 
O sequenciamento da região N-terminal de GSTs isoladas é uma 
metodologia utilizada para a classificação das isoformas nas diferentes sub-
famílias de GST. No entanto, no presente estudo não foi possível a obtenção de 
informações precisas sobre a composição de aminoácidos das enzimas isoladas, 
devido aos problemas encontrados no sequenciamento, conforme comentado 
anteriormente. Atualmente, encontra-se disponível outra técnica para a obtenção 
da porção N-terminal de proteínas, além das metodologias baseadas na reação de 
degradação de Edman. Esta nova metodologia consiste na adaptação de técnicas 
de espectrometria de massa que requerem pequena concentração de proteínas e 
pouco tempo de execução. No entanto os equipamentos necessários para estas 
análises não são disponíveis em nossa instituição. 
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Duas tentativas serão realizadas com o intuito de obter o sequenciamento 
de uma quantidade maior de aminoácidos da porção N-terminal das proteínas 
isoladas de brânquias de C. rhizophorae. Primeiramente, as análises de 
eletroforese 2D serão realizadas com uma concentração maior de proteínas. 
Posteriormente, serão realizadas tentativas de otimização da transferência das 
proteínas do gel 2D para a membrana de PVDF para garantir uma elevada 
concentração de proteínas (± 1 µg/ spot).  
Se estas tentativas falharem, será tentada a realização de uma parceria 
com outros pesquisadores para o sequenciamento das isoformas através de 
espectrometria de massa.  
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